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慢性腎臓病（CKD; Chronic kidney disease）は腎代替療法、心血管疾患、死亡の




下により発症する。腎臓で EPO を産生する Renal EPO-producing cells（REP 細
胞）は腎間質に存在する線維芽細胞であり、腎障害によって筋線維芽細胞に形質転








ら REP 細胞を単離し、細胞不死化遺伝子として変異型ヒト HRAS 遺伝子を導入した











の性質を維持していると考えられた。また REP 細胞における EPO 産生は低酸素誘
導性転写因子である Hypoxia inducible factor 2（HIF2）による Epo 遺伝子発現誘
導によって制御されるが、Replic 細胞では EPO および HIF2の遺伝子領域が高度
にメチル化されており、これらの遺伝子発現は低酸素刺激によっても誘導されなか
った。維持型 DNA メチル化酵素阻害剤を Replic 細胞に投与したところ、Epo 遺伝
子プロモーター領域の DNA メチル化に特異的な薬剤抵抗性を示した。特異的遺伝










こと、EPO および HIF２の遺伝子領域における DNA メチル化亢進が腎性貧血の







人の 8 人に 1 人が罹患する国民病であるとともに 1)、医療費高騰の重大要因でもあ







管上皮細胞 10)、血管内皮細胞 11)、さらには骨髄由来細胞 12,13)が報告されている。 
CKD の重要な合併症のひとつに EPO 欠乏性貧血（腎性貧血）がある。赤血球造
血因子 EPO は主に腎臓から分泌されるため、CKD が進行すると EPO 産生量が低
下することで腎性貧血が発症する 14)。腎性貧血の発症機序は長年不明であったが、
近年の一連の研究により、腎臓間質の線維芽細胞である REP 細胞が成体の EPO 産
生の大部分を担うことが明らかになった 15,16,17,18)。また、REP 細胞は腎障害により筋
線維芽細胞に形質転換することで EPO 産生能を喪失することが腎性貧血の主因であ






ける最も重要な低酸素応答システムのひとつである。REP 細胞による EPO 産生は
低酸素誘導性転写因子である HIF2により、遺伝子の転写レベルで制御されている
19,20)。HIF は EPO のみでなく、血管新生、嫌気性代謝、細胞生存など、細胞の低酸
素応答に関与する遺伝子発現を一様に制御する 21,22)。HIF には鎖（HIF）と鎖
（HIF）が存在し、正常な酸素濃度下で HIFは、その特異的なプロリン残基のプ




的遺伝子の制御領域中に存在する認識配列 HRE（Hypoxia-responsive element: 
A/GCGTG）への結合を介して転写を誘導する 21,22,23)。HIFには HIF1、HIF2、
HIF3、PHD には PHD1、PHD2、PHD3 の各々3 つのアイソフォームがあり、そ
れぞれ異なる遺伝子にコードされているが 24)、これらのアイソフォームのうち、主




マウス障害腎において筋線維芽細胞に形質転換した REP 細胞（MF-REP 細胞; 
Myofibroblast-transformed REP cells）では、障害を受けた腎組織は酸素分圧が低下
しているにもかかわらず、HIF2が恒常的に不活性化している 19)。さらに REP 細胞
特異的に PHD を欠失させると Epo 遺伝子発現が誘導されることから 19)、PHD の不








ない。これまで本学酸素医学分野では、REP 細胞を tdTomato 蛍光で特異的に標識で
き る 遺 伝 子 改 変 マ ウ ス を 樹 立 し て い る （ ISAM-REC マ ウ ス ， 遺 伝 子 型 : 
EpoGFP/GFP:Rosa26CAG-LSL-tdTomato/WT:Tg3.3K-Epo:TgEpoCre）18)。そこで本研究では、ISAM-REC
マウスの蛍光標識を利用して REP 細胞を単離し、不死化により細胞株の樹立を試み





















090）。全ての実験において 11～14 週齢、雄の ISAM-REC マウス 18)、または野生型
C57BL/6 マウス（CREA Japan）を用いた。片側尿管結紮（UUO; unilateral ureteral 
obstruction）は、4-0 ポリゾーブ（Syneture）を用いて、腎下極レベルで左尿管を 2
ヶ所結紮し、間の尿管を切断することで施した 9)。UUO 施行後 10 日目に頬静脈か
ら採血した後、両側の腎臓を摘出し、実験サンプルとして用いた。マウス腎組織の
線維化の評価では、マウス腎を 10%ホルマリン（ナカライテスク）で 24 時間固定
し、5 m 厚のパラフィン包埋腎組織切片を作成し、マッソントリクローム染色
（Polysciences）を行った。なお RT-qPCR（Roche）用のマウス腎サンプルは UUO
施行後 14 日目のマウスから採取した。 
 
２）REP 細胞の単離と不死化 
 ISAM-REC マウスの腎臓をコラゲナーゼ typeⅡ（Worthington）で 60 分間、37℃
で処理後、gentleMACS dissociator（Miltenyi Biotec）で破砕して細胞懸濁液とし










 マウス胚性線維芽細胞（MEFs; Mouse embryo fibroblasts）は、C57BL/6 マウス
の胎生 13.5 日の胚から樹立した。全ての細胞は、実験の目的に応じてダルベッコ変
法イーグル培地（DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle Medium, ナカライテスク）＋
10％ウシ胎児血清（FBS; Fetal Bovine Serum, Biosera）または MSCM
（Mesenchymal stem cell growth medium, PromoCell）いずれかの培地で、5％ 
CO2、37℃の条件で培養した。細胞の低酸素曝露では、Sci-tive 低酸素ワークステー
ション（Ruskinn）を用いて 1％ O2、5％ CO2、94％ N2 の条件で 24 時間培養し
た。全ての実験において細胞は継代数 10 回以内、6 または 12-well ポリスチレンプ
レート（Merck）で、薬剤投与などによる介入の後 80～90％コンフルエントの状態
で回収できるよう培養した。細胞画像は BZ-9000 蛍光顕微鏡（Keyence）で撮影






 遺伝子導入による一過性過剰発現の実験には、蛍光タンパク質 Green fluorescent 
protein（GFP）発現プラスミドである pEGFP-N1（TaKaRa）、および、PHD によ
る水酸化の標的となるプロリン残基がアラニン残基に置換された恒常安定型 HIF2
を発現する pCMX-HIF2CA プラスミドを用いた。6-well プレートで 80％コンフル
エントとなるよう培養した細胞に、これらのプラスミドを 600 ng / ml / well の濃度
でリポフェクタミン 2000（Thermo Fisher Scientific）を用いて遺伝子導入した。48




 SB431542（Adooq Bioscience）、GSK360A（Toronto Research Chemicals）、5-
Aza（5-aza-2-deoxycytidine, Sigma-Aldrich）は、ジメチルスルホキシド（DMSO; 
Dimethyl sulfoxide, ナカライテスク）を溶媒とし、それぞれ 10 mM、50 mM、5 
mM の濃度となるよう溶解した。TGF中和抗体（1D11, Novus Biologicals）は、細
胞に投与する直前に、培地を溶媒として 2 mg / ml となるよう溶解した。上記全ての






 細胞またはマウス臓器を Proteinase K で処理した後、フェノール：クロロホル
ム：イソアミルアルコール 25:24:1（ナカライテスク）を用いてゲノム DNA を精製
し、表１に示すプライマーと Ex-Taq ポリメラーゼ（TaKaRa）を用いてジェノタイ
プ PCR を行った。増幅した DNA をエチジウムブロマイド（ナカライテスク）を含




 細胞由来の RNA は、インキュベーターから取り出した後、速やかに ISOGEN
（ニッポン・ジーン）で単離・精製した。マウス腎由来の RNA は、マウス腎を
Precellys ビーズ式ホモジナイザー（Bertin）で粉砕した後に ISOGEN で単離・精製
した。これらの RNA サンプルから cDNA を SuperScript Ⅲ逆転写酵素（Thermo 
Fisher Scientific）を用いて合成し、定量 PCR を表１に示したプライマー、ファスト
スタート SYBR Green マスター（Roche）またはライトサイクラーTaqMan マスタ
ー（Roche）、LightCycler96 システム（Roche）を用いて行った。また内在性コント







ァターゼ阻害剤カクテルを加えた溶解バッファー（50 mM Tris-Cl、150 mM 
NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウム、0.1% ドデシル硫酸ナトリウム（SDS; 
Sodium dodecyl sulphate）、1.0% NP-40）を培養細胞に加えて細胞溶解液を作成
し、溶解液を SDS ポリアクリルアミド (8%)電気泳動した後にニトロセルロースメ
ンブレン（Bio-Rad）に転写した。メンブレンを HIF1（PAB12138, Abnova）、
HIF2（C150132, LSBio）、p-Smad2/3（8828S, Cell Signaling Technology）、total 
Smad2/3（8685S, Cell Signaling Technology）、Tubulin（PA1-21153, Thermo 
Fisher Scientific）それぞれに対する一次抗体、続いてウサギ（P0448, Dako または 
ab6802, Abcam）、ヤギ（205-035-108, Jackson ImmunoResearch Laboratories）、マ
ウス（01803-44, ナカライテスク）いずれかに対応するホースラディッシュ・ペル
オキシダーゼ（HRP; Horseradish peroxidase）結合二次抗体で免疫ブロットした










胞の懸濁液とした後に、ビオチン結合抗 CD73 抗体（Thermo Fisher Scientific）ま
たはビオチン結合抗 TGF Receptor type 2 抗体（BAF532, R&D Systems）で氷上に
て 30 分間処理し、リン酸緩衝生理食塩水（PBS; Phosphate buffered salts）で洗浄
後、ストレプトアビジン-アロピコシアニン（APC; Allophycocyanin）で氷上にて 30




 Replic 細胞またはマウス臓器から精製したゲノム DNA を Proteinase K（ナカライ
テスク）で一晩処理した後、EpiTect Bisulfite Kit（Qiagen）を用いてバイサルファ
イト変換した。変換後 DNA の EPO および HIF2の遺伝子プロモーター領域を表 1
に示すプライマーによる PCR で増幅し、PCR 産物を pT7Blue T ベクター
（Novagen）へ TA クローニングした。さらにベクターのクローニングサイトに対







 3.5-cm プレートでサブコンフルエントとなるよう培養した Replic 細胞と MEF
を、血清なしの 2 ml DMEM で 24 時間培養後、1 ml の培養上清を図 6e に示した
TGFを含む 23 種類のサイトカインに対する捕捉抗体がプリントされたメンブレン
（Mouse Neuro Antibody Array Ⅲ, Abcam）とともに 2 時間振盪した。さらに各々
のサイトカインに対するビオチン結合検出抗体のカクテルとともに 2 時間、続いて
HRP 結合ストレプトアビジンとともに 2 時間振盪し、C-DiGit Blot Scanner で化学
発光の検出と定量を行った。なお全ての工程は室温で行った。 
 
１２）ELISA（Enzyme-linked immunosorbent assay） 
 12-well プレートでサブコンフルエントとなった Replic 細胞と MEF を血清なしの




えて 1 時間振盪した。さらにプレートを HRP 結合ストレプトアビジン、続いて蛍光







Student の t 検定、χ2 検定のいずれかを用いた。図表のデータは平均値に標準誤差






 EPO 欠乏性貧血モデルマウスである ISAM-REC マウスでは、高度な貧血状態に
伴う EpoCre トランスジーンの発現誘導による遺伝子組換えにより、REP 細胞が
tdTomato 蛍光で効率よく標識される 20,27)。しかしながら、REP 細胞由来細胞株の
樹立を目的に、この蛍光標識を利用して ISAM-REC マウス腎の細胞懸濁液から
tdTomato 蛍光陽性 REP 細胞をセルソーティングにより単離し培養したが、細胞の
生存は困難であった。 
 このことから、腎臓の細胞由来の液性因子や細胞間の相互作用が REP 細胞の生存
に必要である可能性を考え、腎臓由来の細胞懸濁液全てを培養することにより他種
の接着細胞とともに REP 細胞を培養した。結果、1 週間後には tdTomato 陽性細胞
を含む細胞の増殖を認め、1 週間の共培養により細胞が生体外の培養環境に適応し
たと考えられた（図 2a）。そこで、これらの細胞に変異型ヒト HRAS 遺伝子発現レ
ンチウイルスベクターを導入したところ、2 週間後に 1 つの tdTomato 陽性細胞コロ
ニーが確認されたので（図 2b）、tdTomato 陽性細胞をセルソーティングで単離して
REP 細胞のみを培養した。この細胞は 1 年間以上の培養の継続、10 回以上の継代、
ならびに凍結・解凍後の生存が可能であったことから、REP 細胞由来の 1 系統の細





Replic 細胞は ISAM-REC マウス腎における REP 細胞と同様に tdTomato 蛍光陽
性であり、紡錘状の線維芽細胞様の形態を呈していた（図 2c）17)。MSCM で培養し
た場合、DMEM（+ 10% FBS）と比較して、細長い形状と多くの細胞突起を有して
おり、より REP 細胞の形態的特徴に近かった（図 2c）。また Replic 細胞は DMEM
と比較して MSCM での培養で増殖能が高く（図 2d）、MSCM の間葉系幹細胞の増
殖に適した組成の関与が考えらえた。これらの所見から、REP 細胞の性質の保持に
は MSCM がより適していると想定し、続いての Replic 細胞の性状解析には MSCM
培地を用いた。遺伝子型解析の結果からは、Replic 細胞が ISAM-REC マウスと同様
の遺伝子型を有し、同マウス由来に相違ないことが確認された（図 2e）。また、
Replic 細胞では外来性の変異型 HRAS 遺伝子の導入も同時に確認された（図 2e）。 
 
３）Replic 細胞は線維芽細胞の性質を有する 
 フローサイトメトリーの結果、全ての Replic 細胞が tdTomato 蛍光陽性であるこ
とが確認された（図 3a）。また、Replic 細胞は REP 細胞が高発現する線維芽細胞マ
ーカーである CD73（ecto-5’-nucleotidase）17,28,29)を MEF と比較して高発現してお
り、遺伝子発現解析でも同様の結果であった（図 3b）。一方、Replic 細胞では、そ
れぞれ血管内皮細胞、尿細管上皮細胞、足細胞のマーカーである Kdr（Vascular 




を有することが示された。一方、CD73 に加えて PDGFR（platelet-derived growth 
factor receptor ）が REP 細胞が発現する線維芽細胞のマーカーとして知られている




４）Replic 細胞における低酸素誘導的な EPO 産生能 
 REP 細胞における EPO 産生は低酸素刺激に伴う HIF2の安定化による Epo 遺伝
子発現誘導によって制御されることから 19)、Replic 細胞を低酸素下（酸素濃度
1%）で培養することにより、Replic 細胞の EPO 産生能についての検討を行った。
Replic 細胞の起源である ISAM-REC マウスでは対立遺伝子の両方で Epo 遺伝子が
GFP と融合しているため 18,31)、組換え遺伝子 EpoGFP の mRNA レベルを EPO 産生
誘導能として評価した。結果、EpoGFP は高度の貧血状態にある ISAM-REC マウス
の腎臓で高発現している一方（図 4a, b）31)、Replic 細胞では 24 時間の低酸素下で
の培養によって発現しなかった。一方で他の HIF 標的遺伝子である Vegfa（vascular 
endothelial cell growth factor A）32)や Slc2a1（glucose transporter 1）33)の発現は低






PHD 阻害剤である GSK360A31)を Replic 細胞に投与したが、その結果も低酸素曝
露と同様であり、EpoGFP と Epas1 いずれの発現も誘導されなかった（図 4b）。
GSK360A によっても Vegfa や Slc2a1 の発現は Replic 細胞で誘導されたことから
（図 4b）、これらの低酸素刺激によって HIF シグナルは活性化されていると考えら
れ、実際にウエスタンブロッティングでは、低酸素刺激により Replic 細胞において
HIF1タンパク質が蓄積することが確認された（図 4c）。しかしながら遺伝子発現と
同様に HIF2タンパク質の発現は誘導されず、HIF2の発現消失が Replic 細胞の
EPO 産生能喪失の一因と考えられた（図 4c）。 
 
５）Replic 細胞の EPO 産生能喪失には DNA メチル化亢進が関与する 
 腎障害時の EPO 産生低下には Epo 遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化の関
与が報告されていることから 34)、Epo と Epas1 の遺伝子発現の低下にエピジェネテ




誘導されている ISAM-REC マウスの肝臓を用いた 18)。結果、ISAM-REC マウス肝
23 
 
臓と比較し、Replic 細胞では Epo および Epas1 のプロモーター領域のメチル化が亢
進しており（図 5a）、このことが Replic 細胞における EPO と HIF2の発現低下の
一因と考えられた。MEF-REP 細胞では DNA メチル化により Epo 遺伝子の活性が
低下していることが報告されており 34)、Replic 細胞は培養や不死化の過程で筋線維
芽細胞に形質転換した可能性が考えられた。 
Replic 細胞における DNA メチル化亢進に対して、維持型 DNA メチル化酵素
DNMT1（DNA methyltransferase 1）阻害剤である 5-Aza を Replic 細胞に投与して
7 日間培養したところ、Epo エンハンサー領域の DNA メチル化は有意に除去された
一方、プロモーター領域の DNA メチル化には変化を認めなかった（図 5b）。このこ
とから、部位特異的な新規 DNA メチル化が Epo プロモーター領域の DNA メチル
化の維持に関与していると考えられた 35)。 
プラスミド導入による HIF2の過剰発現により Replic 細胞で EPO 産生が誘導さ
れるかを検討したが（図 5c）36)、EpoGFP の発現は認められず（図 5d）、Epo プロ
モーター領域の DNA メチル化の影響が考えられた。また、外来遺伝子による
HIF2の一過性過剰発現では Replic 細胞の EPO 産生誘導に不十分である可能性も
否定できなかった。 
以上の結果から、Replic 細胞の EPO 産生能喪失にはエピジェネティックな機序に
よる遺伝子発現抑制、特に、新規 DNA メチル化の機序を含めた、Epo および Epas1




 EPO 産生能喪失と Epo プロモーターのメチル化亢進は MF-REP 細胞の特徴とし
て報告されているため 8,9,34)、Replic 細胞が不死化までの過程で筋線維芽細胞に形質
転換した可能性を想定し、筋線維芽細胞マーカー発現の解析を行った。比較対象と
しては、腎線維化モデルである尿管結紮 9,37)を 14 日間施行したマウス腎を用いた。
なお尿管結紮により腎線維化が誘導されていることは腎組織のマッソントリクロー
ム染色を用いて確認した（図 6a）。線維芽細胞のコントロールとして MEF を用いた
が、MEF そのものも筋線維芽細胞のマーカーを高発現することが報告されている
38)。遺伝子発現解析の結果、Replic 細胞はこれらの比較対象と比較して筋線維芽細




は著しく誘導され（図 6b）、Replic 細胞においても障害腎と同程度に Tgfb1 を発現
していることがわかった（図 6b）。TGFの主な受容体である TGFR1（TGF 
receptor type I）と TGFR2（TGF receptor type II）の遺伝子発現（Tgfbr1, 









 図 2c の培地による形態の違いから、Replic 細胞は培地を MSCM から DMEM に
変更することにより筋線維芽細胞への形質転換が進行する可能性が考えられた（図
2c）。実際に培地間の比較により、DMEM で培養した Replic 細胞で Acta2 や Fn1 な






７）Replic 細胞における細胞自律的な TGFシグナル 
 TGFは、TGFR1 と TGFR2 のヘテロ 2 量体に結合し、細胞内の Smad2 や
Smad3 のリン酸化を介して、Acta2 や Fn1 などの標的遺伝子の発現を誘導する 45)。
Replic 細胞では、Acta2 や Fn1 の高発現（図 6a, b）と矛盾せず、Smad2/3 のリン酸




Smad2/3 を介した細胞自律的な TGFシグナルが、Replic 細胞の筋線維芽細胞への
形質転換に関与していると考えられた。 
TGFが実際に Replic 細胞により産生されること確認するため、Replic 細胞の培
養上清中の TGF濃度を ELISA で測定した。図 6a の遺伝子発現では有意差を認め
なかったが、TGFの産生は MEF と比較して Replic 細胞で多いことが ELISA の結






いて、ELISA の所見同様に Replic 細胞で TGF産生が亢進しているのみならず（図
7d-f）、障害腎から産生されることが知られている MCP1（monocyte chemotactic 








８）Replic 細胞における筋線維芽細胞の形質は TGF依存的である 
 TGFシグナルが Replic 細胞の筋線維芽細胞の形質において必須であるかを評価
するため、TGFスーパーファミリー受容体のうち TGFR1、ALK4（activin 
receptor-like kinase 4）、ALK7 の特異的な阻害剤である SB43154246)を Replic 細胞に
投与した。その結果、Smad2/3 リン酸化の減弱により TGFシグナルの抑制が確認
され、Acta2 や Fn1 の発現が有意に低下した（図 8a, c）。TGF受容体阻害剤と同様




 最後に、Replic 細胞への 5-Aza、SB431542、GSK360A の同時投与による EPO 産
生誘導の有無の検討を行った。しかしこれらの薬剤投与によっても、Serpine1
（Plasminogen activator inhibitor 1）や Slc2a1（Glucose transporter 1）などの HIF
標的遺伝子 33,47)の発現は誘導されたものの EpoGFP の発現誘導は認められなかった
（図 8d）。Hif1a の発現は認められた一方で Epas1 の発現は抑制されたままであった
ことから（図 8d）、Serpine1 や Slc2a1 は HIF1により発現誘導されたと考えられ
た。 
 以上のように、REP 細胞由来の Replic 細胞株の解析を通じて、腎障害における










 REP 細胞は CKD でみられる腎線維化と腎性貧血において中心的役割を担う細胞
であるため、REP 細胞由来の細胞株の樹立は CKD 病態研究における重要課題であ
った 48)。本研究では、単離・培養がこれまで困難であった REP 細胞由来の細胞株で
ある Replic 細胞の樹立に成功した。また、Replic 細胞が MF-REP 細胞の性質を有す
ることを明らかにした。Replic 細胞は腎障害における MF-REP 細胞のモデル解析系
であり、Replic 細胞の解析から CKD の分子病態が解明されることが期待される。実
際に Replic 細胞を用いた本研究での解析により、MF-REP 細胞が細胞自律的な
TGFシグナルの活性化により筋線維芽細胞の性質を維持していること、EPO と




２）REP 細胞の EPO 産生能喪失機序 
 マウス健常腎の REP 細胞は増殖能やエネルギー代謝が乏しい一方、腎障害により
細胞周期と代謝が活性化されることが示されている 9,19)。本研究では、マウス腎から
REP 細胞のみを単独で培養しても 1 週間以上の生存が困難であり、腎臓の他種の接




データによると、マウス腎細胞懸濁液由来の混合培養中の REP 細胞は培養開始 3 日
後の時点では PHD 阻害剤に反応して EpoGFP を発現するものの、1 週間後には
EPO 産生能を喪失することがわかっている。 
以上のことから、尿細管上皮細胞や血管内皮細胞などの REP 細胞を取り巻く腎内
の微小環境が、REP 細胞の静止状態や本来の性質の維持に重要であり、腎障害や in 
vitro の培養により REP 細胞の増殖や EPO 産生能喪失が誘導され、筋線維芽細胞へ
の形質転換が進行すると考えられる。すなわち、REP 細胞の EPO 産生能保持には
細胞周期が静止状態であり、尿細管や血管との相互作用が存在すること重要である




本研究では、REP 細胞の不死化のために、Simian virus 40（SV40）T 抗原遺伝子
49)および変異型 HRAS 遺伝子 50)の導入を試みたが、いずれも REP 細胞への導入が困
難であり、変異型 HRAS 遺伝子が導入された 1 系統のみの細胞株が樹立できた。こ
の結果は、増殖能の低い REP 細胞への安定的遺伝子導入の効率が非常に低いこと、
および REP 細胞不死化には変異型 HRAS 遺伝子導入が不可欠であることを示唆して
いる。また、本研究では、変異型 HRAS 遺伝子導入により得た１系統の Replic 細胞
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株の性状解析を行った。Replic 細胞における Epo 遺伝子領域のメチル化や線維化関
連因子の発現様式は、既報における線維化腎の筋線維芽細胞の性状解析結果と概ね




Replic 細胞は、通常培養条件と比較し、間葉系幹細胞（MSC; mesenchymal stem 
cells）の増殖に最適化された MSCM で増殖しやすく、REP 細胞でみられる細長い
細胞形態を有していた。さらに Replic 細胞は REP 細胞と同様に CD73 を高発現し
ており 17,28,29)、CD73 は MSC のマーカーとしても知られることから 51)、REP 細胞は
MSC の性質を有することが示唆される。MSC は胎生腎において増殖因子の分泌な
どにより腎発生に関わるが 52)、健常腎の間質線維芽細胞や腎障害で出現する筋線維
芽細胞が MSC 由来であることや 7)、生後の腎臓にも MSC の性質を有する細胞が存
在し、障害時の組織修復に関わることが知られており 29,53,54)、生後のマウス腎から単
離した MSC の一部に Epo 遺伝子発現がみられることからも 29)、REP 細胞と MSC
は少なくとも一部は重複する集団である可能性が考えられる。 
 
４）REP 細胞のエピジェネティック制御系破綻による EPO 産生能喪失 
32 
 
REP 細胞における低酸素誘導的な EPO 産生は遺伝子転写レベルで制御されるが
27)、筋線維芽細胞の形質を有する Replic 細胞では、Epo 遺伝子のプロモーター領域
が高度にメチル化されていた。プロモーター領域の DNA メチル化は基本転写因子
や RNA ポリメラーゼの結合を阻害することにより遺伝子の転写を抑制するため
55)、REP 細胞の筋線維芽細胞への形質転換による EPO 産生能喪失には DNA メチル
化による Epo 遺伝子の不活化が関与すると考えられた。実際 Chang らは、マウス障
害腎から単離した筋線維芽細胞の解析を通じて EPO 産生能喪失の誘因が Epo 遺伝
子プロモーター領域の DNA メチル化であることを明らかにしており 34)、そのこと
は Replic 細胞において Epo 遺伝子活性に必要な HIF2の過剰発現でも EPO 産生が
誘導されなかったことと矛盾しない。さらに Replic 細胞では Epas1 プロモーター領
域の DNA メチル化により HIF2発現も mRNA とタンパク質両方のレベルで抑制さ
れていた。以上の結果は、EPO と HIF2の遺伝子領域のエピジェネティックな不活
化のいずれも腎性貧血の発症に関与していることを示唆している。 
 遺伝子改変マウスを用いた解析から、REP 細胞における HIF2の恒常的な活性化
は MF-REP 細胞に EPO 産生能が保持されることを示している 19)。このことと本研
究の結果から、Replic 細胞の樹立を正常酸素濃度下で行ったことで、その間に
HIF2が不活化したために Epo と Epas1 のプロモーター領域のメチル化が誘導され
たことが想定される。したがって、HIF2活性や Epo 転写活性を維持することによ
り、REP 細胞の株化過程における Epo 遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化を
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抑制できる可能性が考えられた。DNA メチル化の誘因としては、さらに RAS や
TGFシグナル活性化の可能性が挙げられる。RAS は MAPK シグナルを介して
DNA メチル化を誘導することが知られているため 56,57)、Replic 細胞の不死化に用い
た HRAS 遺伝子の恒常的活性化が DNA メチル化による EPO 産生能喪失に関与して
いる可能性が否定できない。TGFシグナルも DNMT の誘導を介して筋線維芽細胞
における DNA メチル化を促進することが示されており 19,34)、本研究結果からも





５）筋線維芽細胞の主要な供給源としての REP 細胞 
 腎臓病で出現する筋線維芽細胞の起源については諸説あり、これまで REP 細胞を








６）MF-REP 細胞における細胞自律的な TGF発現による腎線維化機序 
 TGFは様々な臓器の線維化に中心的に関与するが 3,58)、腎線維化における TGF
の産生源としては、障害を受けた尿細管上皮細胞、血管内皮細胞、マクロファージ
など諸説がある 59,60,61)。本研究の Replic 細胞の解析結果から、REP 細胞が TGFの
産生源のひとつであり、細胞自律的な TGFシグナルの活性化により筋線維芽細胞
へと分化することが腎線維化のメカニズムのひとつであることが示された。本結果
は、障害腎の MF-REP 細胞での TGFシグナルの亢進を示したこれまで報告とも矛
盾しない 9,34)。また TGFに加えて MCP1 や CXCL5 も Replic 細胞からの産生が亢
進していることが示されたが、これらのケモカインも、障害腎から産生され炎症細
胞の障害腎への遊走を促すことにより腎線維化や炎症に寄与するとされている
62,63)。MCP1 や CXCL5 は TGFにより遺伝子発現が誘導されることが報告されてお















胞が存在し、低酸素刺激に応答して EPO を産生することを意味する。Replic 細胞の
解析結果と合わせると、MF-REP 細胞は HIF2の活性が残存している細胞（eMF-
REP 細胞; early-stage MF-REP 細胞）と、DNA 過剰メチル化により低酸素誘導的な
EPO 産生能を有さない細胞（pMF-REP 細胞; progressive-stage MF-REP 細胞）が混
在した集団であることが想定される（図 10）。すなわち、REP 細胞の形質転換に伴
う EPO 産生能喪失の過程には少なくとも 2 つの段階が存在し、Replic 細胞は後者に
類似したモデルであると考えられる（図 10）66。実際にマウスを用いた解析から、




８）CKD の分子病態解明に向けた Replic 細胞の有用性 










阻害剤の長期投与による Vegfa 遺伝子などの HIF 下流遺伝子の発現誘導などの副作
用に関しても安全性は確認されていない 25,26)。そのため、エピジェネティック制御
系への介入により Replic 細胞の EPO 産生を誘導する試みは腎性貧血治療の発展の
ために有効であると考えられる。 
DNA メチル化は、DNMT1 による細胞分裂の際のメチル化パターンの維持と
DNMT3a および DNMT 3b による新規 DNA メチル化による 2 つの機序によって制
御される 68,69)。本研究では、Replic 細胞に DNMT1 阻害剤 5-Aza を投与しても Epo
遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化は減少しないという結果を得た。この結
果から、形質転換の進行した pMF-REP 細胞では、Epo 遺伝子プロモーター領域に
おいて新規 DNA メチル化が継続的に生じており、この現象が PHD 阻害剤に対する





ら、5-Aza に加えて新規 DNA メチル化阻害剤 70)を Replic 細胞に投与することによ
り、EPO や HIF2の遺伝子プロモーター領域のメチル化が解除され、EPO 産生誘
導能が回復される可能性が考えられた。また、DNA メチル化によるクロマチン構造
の変化を想定して、ヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤 71)を投与することも、
Replic 細胞における EPO 産生能を変化させる可能性が期待される。 
Replic 細胞に対する RNA sequencing は、CKD 全般の病態解明に向けて有用と考






 REP 細胞由来細胞株である Replic 細胞の解析を通じて、CKD の重要な合併症で
ある腎線維化と腎性貧血の発症メカニズムとして MF-REP 細胞における細胞自律的








1. Imai E, Horio M, Watanabe T, et al: Prevalence of chronic kidney disease in the 
Japanese general population. Clin Exp Nephrol 2009;13:621-630 
2. Quaggin SE, Kapus A: Scar wars: mapping the fate of epithelial-mesenchymal-
myofbroblast transition. Kidney Int 2011;80:41-50 
3. Friedman SL, Sheppard D, Duffled JS, et al: Therapy for fibrotic diseases: nearing 
the starting line. Sci Transl Med 2013;5:167sr1 
4. Okada T, Nagao T, Matsumoto H, et al: Histological predictors for renal 
prognosis in diabetic nephropathy in diabetes mellitus type 2 patients with overt 
proteinuria. Nephrology (Carlton) 2012;17:68-75 
5. Shimizu M, Furuichi K, Yokoyama H, et al: Kidney lesions in diabetic patients 
with normoalbuminuric renal insufficiency. Clin Exp nephrol 2014;18:305-312 
6. Mise K, Hoshino J, Ubara Y, et al.: Renal prognosis a long time after renal biopsy 
on patients with diabetic nephropathy. Nephrol Dial Transplant 2014;29:109-118 
7. Humphreys BD, Lin SL, Kobayashi A, et al: Fate tracing reveals the pericyte and 
not epithelial origin of myofibroblasts in kidney fibrosis. Am J Pathol 
2010;176:85-97 
8. Asada N, Takase M, Nakamura J, et al: Dysfunction of fibroblasts of external 
origin underlies renal fibrosis and renal anemia in mice. J Clin Invest 
2011;121:3981-3990 
9. Souma T, Yamazaki S, Moriguchi T, et al: Plasticity of renal erythropoietin-
producing cells governs fibrosis. J Am Soc Nephrol 2013;24:1599-1616 
10. Iwano M, Plietj D, Danoff TM, et al: Evidence that fibroblasts derive from 
epithelium during tissue fibrosis. J Clin Invest 2002;110:341-350 
11. Zeisberg EM, Potenta SE, Sugimoto H, et al: Fibroblasts in kidney fibrosis emerge 
via endothelial-to-mesenchymal transition. J Am Soc Nephrol 2008;19:2282-2287 
12. LeBleu VS, Taduri G, O’Connell J, et al: Origin and function of myofibroblasts in 
kidney fibrosis. Nat Med 2013;19:1047-1053 
13. Buchtler S, Grill A, Hofmarksrichter S, et al: Cellular origin and functional 
relevance of collagen I production in the kidney. J Am Soc Nephol 2018;29:1859-
1873 
14. Nangaku M, Eckardt KU: Pathogenesis of renal anemia. Semin Nephrol 
2006;26:261-268 
15. Koury ST, Bondurant MC, Koury MJ: Localization of erythropoietin synthesizing 
cells in murine kidneys by in situ hybridization. Blood 1988;71:524-527 
16. Obara N, Suzuki N, Kim K, et al: Repression via the GATA box is essential for 
tissue-specific erythropoietin gene expression. Blood 2008;111:5223-5232 
17. Pan X, Suzuki N, Hirano I, et al: Isolation and characterization of renal 
erythropoietin-producing cells from genetically produced anemia mice. PloS One 
2011;6:e25839;10.1371/journal.pone.0025839 
18. Yamazaki S, Souma T, Hirano I, et al: A mouse model of adult-onset anaemia due 
to erythropoietin deficiency. Nat Commun 2013;4:1950;10.1038/ncomms2950 
40 
 
19. Souma T, Nezu M, Nakano D, et al: Erythropoietin synthesis in renal 
myofibroblasts is restored by activation of hypoxia signaling. J Am Soc Nephrol 
2016;27:428-438 
20. Suzuki N, Yamamoto M: Roles of renal erythropoietin-producing (REP) cells in 
the maintenance of systemic oxygen homeostasis. Pflugers Arch 2016;468:3-12 
21. Lendahl U, Lee KL, Yang H, et al: Generating specificity and diversity in the 
transcriptional response to hypoxia. Nat Rev Genet 2009;10:821-832 
22. Suzuki N, Gradin K, Poellinger L, et al: Regulation of hypoxia-inducible gene 
expression after HIF activation. Exp Cell Res 2017;356:182-186 
23. Haase VH: Regulation of erythropoiesis by hypoxia-inducible factors. Blood Rev 
2013;27:41-53 
24. Fong GH, Takeda K: Role and regulation of prolyl hydroxylase domain proteins. 
Cell Death Diff 2008;15:635-641 
25. Chen N, Hao C, Peng X, et al: Roxadustat for Anemia in Patients with Kidney 
Disease Not Receiving Dialysis. N Engl J Med 2019;381:1001-1010 
26. Chen N, Hao C, Liu BC, et al: Roxadustat Treatment for Anemia in Patients 
Undergoing Long-Term Dialysis. N Engl J Med 2019;381:1011-1022  
27. Suzuki N: Erythropoietin gene expression: developmental-stage specificity, cell-
type specificity, and hypoxia inducibility. Tohoku J Exp Med;235:233-240 
28. Bachmann S, Le Hir M, Eckardt KU: Co-localization of erythropoietin mRNA and 
ecto-5’-nucleotidase immunoreactivity in peritubular cells of rat renal cortex 
indicates that fibroblasts produce erythropoietin. J Histochem Cytochem 
1993;41:335-341 
29. Plotkin MD, Goligorsky MS: Mesenchymal cells from adult kidney support 
angiogenesis and differentiate into multiple interstitial cell types including 
erythropoietin-producing fibroblasts. Am J Physiol Renal Physiol 2006;291:F902-
F912 
30. Armulik A, Genové G, Betsholtz C: Pericytes: developmental, physiological, and 
pathological perspectives, problems, and promises. Dev Cell 2011;21:193-215 
31. Suzuki N, Matsuo-Tezuka Y, Sasaki Y, et al: Iron attenuates erythropoietin 
production by decreasing HIF2alpha concentrations in renal interstitial 
fibroblasts. Kidney Int 2018;94:900-911 
32. Forsythe JA, Jiang BH, iyer NV, et al: Activation of vascular endothelial growth 
factor gene transcription by hypoxia-inducible factor 1. Mol Cell Biol 
1996;16:4604-4613 
33. Chen C, Pore N, Behrooz A, et al: Regulation of glut1 mRNA by hypoxia-
inducible factor-1. Interaction between H-ras and hypoxia. J Biol Chem 
2001;276:9519-9525 
34. Chang YT, Yang CC, Pan SY, et al: DNA methyltransferase inhibition restores 
erythropoietin production in fibrotic murine kidneys. J Clin Invest 2016;126:721-
731 
35. Hsieh CL: In vivo activity of murine de novo methyltransferases, Dnmt3a and 
Dnmt3b. Mol Cell Biol 1999;19:8211-8218 
36. Tojo Y, Sekine H, Hirano I, et al: Hypoxia signaling cascade for erythropoietin 
production in hepatocytes. Mol Cell Biol 2015;35:2658-2572 
41 
 
37. Chevalier RL, Forbes MS, Thornhill BA: Ureteral obstruction as a model of renal 
interstitial fibrosis and obstructive nephropathy. Kidney Int 2009;75:1145-1152 
38. Sousa AM, Liu T, Guevara O, et al: Smooth muscle alpha-actin expression and 
myofibroblast differentiation by TGFbeta are dependent upon MK2. J Cell 
Biochem 2007;100:1581-1592 
39. Derby I, Skalli O, Gabbiani G: Alpha-smooth muscle actin is transiently expressed 
by myofibroblasts during experimental wound healing. Lab Invest 1990;63:21-29 
40. Ignotz RA, Massagué J: Transforming growth factor-beta stimulates the 
expression of fibronectin and collagen and their incorporation into the 
extracellular matrix. J Biol Chem 1986;261:4337-4345 
41. Sato M, Muragami Y, Saika S, et al: Targeted disruption of TGF-beta1/Smad3 
signaling protects against renal tubulointerstitial fibrosis induced by unilateral 
ureteral obstruction. J Clin Invest 2003;112:1486-1494 
42. Liu Y: Epithelial to mesenchymal transition in renal fibrogenesis: pathologic 
significance, molecular mechanism, and therapeutic intervention. J Am Soc 
Nephrol 2004;15:1-12 
43. Koesters R, Kaissling B, Lehir M, et al: Tubular overexpression of transforming 
growth factor-beta1 induces autophagy and fibrosis but not mesenchymal 
transition of renal epithelial cells. Am J Pathol 2010;177:632-643 
44. Desmoulière A, Geinoz A, Gabbiani F, et al: Transforming growth factor-beta 1 
induces alpha-smooth muscle actin expression in granulation tissue 
myofibroblasts and in quiescent and growing cultured fibroblasts. J Cell Biol 
1993;122:103-111 
45. Verrecchia F, Mauviel A: Transforming growth factor-beta signaling through the 
Smad pathway: role in extracellular matrix gene expression and regulation. J 
Invest Dermatol 2002;118:211-215 
46. Inman GJ, Nicolás FJ, Callahan JF, et al: SB-431542 is a potent and specific 
inhibitor of transforming growth factor-beta superfamily type I activin receptor-
like kinase (ALK) receptors ALK4, ALK5, and ALK7. Mol Pharmacol 2002;62:65-
74 
47. Chen W, Hill H, Christie A, et al: Targeting renal cell carcinoma with a HIF-2 
antagonist. Nature 2016;539:112-117 
48. 佐藤浩司、鈴木教郎．腎エリスロポエチン産生細胞と腎線維化．腎臓内科・泌尿
器科 2018;7:357-362 
49. Hofmann MC, Narisawa S, Hess RA, et al: Immortalization of germ cells and 
somatic testicular cells using the SV40 large T antigen. Exp Cell Res 
1992;201:417-435 
50. Kitamura H, Onodera Y, Murakami S, et al: IL-11 contribution to tumorigenesis 
in an MRF2 addiction cancer model. Oncogene 2017;36:6315-6324 
51. Dominici M, Le Blanc K, Mueller I, et al: Minimal criteria for defining 
multipotent mesenchymal stromal cells. The international society for cellular 
therapy position statement. Cytotherapy 2006;8:315-317 
52. Bruno S, Chiabotto G, Camussi G: Concise review: different mesenchymal 




53. Chen J, Park, HC, Addabbo F, et al: Kidney-derived mesenchymal stem cells 
contribute to vasculogenesis, angiogenesis and endothelial repair. Kidney Int 
2008;74:879-889 
54. Wang H, Gomez JA, Klein S, et al: Adult renal mesenchymal stem cell-like cells 
contribute to juxtaglomerular cell recruitment. J Am Soc Nephrol 2013;24:1263-
1273 
55. Jones PA: Functions of DNA methylation: islands, start sites, gene bodies and 
beyond. Nat Rev Genet 2012;13:484-492 
56. MacLeod AR, Rouleau J, Szyf M: Regulation of DNA methylation by the Ras 
signaling pathway. J Biol Chem 2005;270:11327-11337 
57. Lund P, Weisshaupt K, Mikeska T, et al: Oncogenic HRAS suppresses clusterin 
expression through promoter hypermethylation. Oncogene 2006;25:4890-4903 
58. Wynn TA, Ramalingam TR: Mechanisms of fibrosis: therapeutic translation for 
fibrotic disease. Nat Med 2012;18:1028-1040 
59. Antonelli-Orlidge A, Saunders KB, Smith SR, et al: An activated form of 
transforming growth factor beta is produced by cocultures of endothelial cells and 
pericytes. Proc Natl Acad Sci U S A 1989;86:4544-4548 
60. Fan JM, Ng YY, Hill PA, et al: Transforming growth factor-beta regulates tubular 
epithelial-myofibroblast transdifferentiation in vitro. Kidney Int 1999;56:1455-
1467 
61. Branton MH, Kopp JB: TGF-beta and fibrosis. Microbes Infect 1999;1:1349-1365 
62. Disteldorf EM, Krebs CF, Paust HJ, et al:CXCL5 drives neutrophil recruitment in 
TH17-mediated GN. J Am Soc Nephrol 2015;26:55-66 
63. Peng X, Zhang J, Xiao Z, et al: CX3CL1-CX3CR1 interaction increases the 
population of Ly6C(-)CX3CR1(hi) macrophages contributing to unilateral 
ureteral obstruction-induced fibrosis. J Immunol 2015;195:2797-2805 
64. Ma J, Wang Q, Fei T, et al: MCP-1 mediates TGF-beta-induced angiogenesis by 
stimulating vascular smooth muscle cell migration. Blood 2007;109:987-994 
65. Haider C, Hnat J, Wagner R, et al: Transforming Growth Factor- and Axl Induce 
CXCL5 and Neutrophil Recruitment in Hepatocellular Carcinoma. Hepatology 
2019;69:222-236 
66. Sato K, Kumagai N, Suzuki N: Alteration of the DNA Methylation Signature of 
Renal Erythropoietin-Producing Cells Governs the Sensitivity to Drugs Targeting 
the Hypoxia-Response Pathway in Kidney Disease Progression. Front Genet 
2019;10:1134;10.3389/fgene.2019.01134 
67. Sato K, Hirano I, Sekine H, et al: An immortalized cell line derived from renal 
erythropoietin-producing (REP) cells demonstrates their potential to transform 
into myofibroblasts. Sci Rep 2019;9:11254;10.1038/s41598-019-47766-5 
68. Jeltsch A: Molecular enzymology of mammalian DNA methyltransferases. Curr 
Top Microbiol Immunol 2006;301:203-225 
69. Hsieh CL: In vivo activity of murine de novo methyltransferases, Dnmt3a and 
Dnmt3b. Mol Cell Biol 1999;19:8211-8218  
70. Asgatay S, Champion C, Marloie G, et al: Synthesis and evaluation of analogues of 
N-phthaloyl-l-tryptophan (RG108) as inhibitors of DNA methyltransferase 1. J 
Med Chem 2014;57:421-434 
43 
 
71. Niki T, Rombouts K, De Bleser P, et al: A histone deacetylase inhibitor, 
trichostatin A, suppresses myofibroblastic differentiation of rat hepatic stellate 





図１．腎障害による REP 細胞の形質転換 
健常腎における REP 細胞は、酸素濃度の変化に応じた EPO 産生と EPO 産生休
止の切り替えによって、赤血球造血を制御している（OFF-REP 細胞と ON-REP 細
胞）。一方、腎障害が起こると REP 細胞は筋線維芽細胞（MF-REP 細胞）に形質転







図 2．REP 細胞由来細胞株の樹立 
（a）ISAM-REC マウス腎の細胞懸濁液を 1 週間混合培養した細胞像。tdTomato 陽
性（赤）と陰性（＊）の細胞が混在している。（b）ISAM-REC マウス腎由来の培養
細胞を不死化し、tdTomato 陽性細胞のみを単離して得られた 1 コロニーの細胞集
団。（c）MSCM（上）および DMEM（下）で培養した Replic 細胞の位相差（左）
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および tdTomato 蛍光（右）の細胞像。（d）DMEM（青線）、および MSCM（赤
線）で培養した Replic 細胞の増殖曲線。Day 0 の時点で 1.0×104 個の細胞を 3.5-cm
ディッシュに継代のうえ 2.5 ml の培地で培養し、細胞数を連日計測した。n = 3、** 
p < 0.01（Student の t 検定）（e）Replic 細胞、ISAM-REC マウス、野生型
C57BL/6 マウスのジェノタイプ PCR。N；ネガティブコントロール（サンプルな
し、PCR 用試薬のみ）  
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図 3．Replic 細胞は線維芽細胞の性質を有する 
（a）MSCM で培養した Replic 細胞と MEF のフローサイトメトリー。Replic 細胞
は一様に tdTomato 蛍光陽性であり、CD73 を MEF より高発現している（赤点
線）。（b, c）線維芽細胞マーカー（b）と他の細胞種特異的マーカー（c）の Replic





を付した。** p < 0.01（one-way ANOVA）。  
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図 4．Replic 細胞は低酸素誘導的な EPO 産生能を喪失している 
（a, b）低酸素曝露（a）および GSK360A 投与（b）による、Replic 細胞（n = 12）




矢印を付した。* p < 0.05，** p < 0.01（one-way ANOVA）。（c）ウエスタンブロッ
ト法による、Replic 細胞における HIF1および HIF2のタンパク質発現。24 時間の
低酸素曝露（左上, 正常酸素濃度; N, 1%酸素濃度; H）または GSK360A 投与（左下, 
Vehicle; V, GSK360A; G）による発現誘導について評価した。Tubulin 発現を内在
コントロールとし、HIF1と HIF2の発現が共に誘導されるポジティブコントロー






図 5．Replic 細胞における EPO 産生能喪失は DNA メチル化を介する 
（a）Replic 細胞と ISAM-REC マウス肝臓における、Epo（左）および Epas1（右）
プロモーター領域のバイサルファイトシークエンス解析。（b）5-Aza 存在下または
非存在下で 7 日間培養した Replic 細胞における、Epo 遺伝子プロモーター領域
（左）および転写開始点から 8 kb 上流のエンハンサー領域（右）のバイサルファイ





を表す。TSS; Transcription start site. * p < 0.05，** p < 0.01（χ2 検定）。（c）ウエ
スタンブロット法による、Replic 細胞における HIF2一過性過剰発現。Tubulin を
内在コントロールとして用い、GFP または HIF2発現プラスミドをそれぞれ導入し
た Replic 細胞間で比較した。（d）GFP（n = 6）および HIF2（n = 6）発現プラス
ミドを導入した Replic 細胞における EpoGFP 発現。ISAM-REC マウス腎（n = 3）
を EpoGFP 発現の陽性コントロールとし、遺伝子発現レベルを 1.0 とした。全ての
細胞実験は MSCM で行い、検出できないレベルの発現には矢印を付した。** p < 
0.01（one-way ANOVA, a-c）。  
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図 6．Replic 細胞は筋線維芽細胞の形質を有する 





おける筋線維芽細胞マーカーの遺伝子発現。MSCM で培養した Replic 細胞（n = 
12）と MEF（n = 12）、UUO 施行マウスの障害腎（n = 3）と対側健常腎（n = 3）
の計 4 グループで比較した。（c）Replic 細胞における TGFスーパーファミリーレ
セプターの遺伝子発現。MSCM で培養した Replic 細胞（n = 6）と MEF（n = 6）、
マウス腎（ISAM-REC マウス（n = 3）、野生型マウス（n = 3））の計 4 グループで
比較した。（d）14 日間 UUO 施行マウス（n = 3）の障害腎と健常腎における TGF
スーパーファミリーレセプターの遺伝子発現。（e）Replic 細胞と MEF の細胞表面に
おける TGFR2 発現のフローサイトメトリー。各々の蛍光強度の平均値を赤点線と
数字で示した。ネガティブコントロール（NC）には、抗 TGFR2 抗体は用いずに
APC 結合ストレプトアビジンのみで処理した細胞を用いた。（f）DMEM（n = 6）
または MSCM（n = 6）で培養した Replic 細胞における筋線維芽細胞マーカーの遺
伝子発現。RT-qPCR では、障害腎（b）、ISAM-REC マウス腎（c）、対側健常腎
（d）、および DMEM 培養の Replic 細胞（f）をそれぞれコントロールとして用い、
発現レベルを 1.0 とした。検出できないレベルの発現には矢印を付した。* p < 




図 7．Replic 細胞では TGFの産生とシグナル伝達が活性化している 
（a）ウエスタンブロット法による、DMEM 培養の Replic 細胞における p-Smad2/3
および total Smad2/3 の発現解析。Tubulin を内在コントロールとして用い、MEF
（左）または MSCM 培養の Replic 細胞（右）との比較を行った。（b）Replic 細胞
（n = 3）および MEF（n = 3）の培養上清中の TGF濃度。細胞は血清なしの
DMEM で 24 時間培養した。（c）UUO 施行マウス（n = 3）と偽手術マウス（n = 
3）血清中の TGF濃度。UUO または偽手術施行後 10 日目にマウス血清を採取し
た。（d-f）MEF と Replic 細胞の培養上清に対するサイトカインアレイ。細胞ととも










図 8．Replic 細胞における筋線維芽細胞の形質は TGF依存性である 
（a）SB431542 投与（n = 10）または非投与（n = 10）の DMEM で 24 時間培養し
た Replic 細胞における筋線維芽細胞マーカーおよび EpoGFP の遺伝子発現。ISAM-
REC マウス腎（n = 3）をコントロールとして用い、発現レベルを 1.0 とした。（b）
TGF中和抗体投与（n = 6）または非投与（n = 6）の DMEM で 24 時間培養した
Replic 細胞における Acta2 発現。非投与の Replic 細胞をコントロールとし、発現レ
ベルを 1.0 とした。（c）ウエスタンブロット法による、SB431542 投与または非投与




ル投与（n = 5）または非投与（n = 5）の DMEM で培養した Replic 細胞における低
酸素応答にかかわる遺伝子の発現解析。ISAM-REC マウス腎（n = 3）をコントロー
ルとして用い、発現レベルを 1.0 とした。5-Aza は細胞回収の 5 日前、SB431542 と
GSK360A は細胞回収の 24 時間前に投与を行った。検出できないレベルの発現には




図 9．腎障害における、REP 細胞の形質転換と EPO 産生能喪失のメカニズム 
 腎障害は REP 細胞における細胞自律的な TGF発現を誘導し、線維化関連遺伝子
群を高発現させる。TGFなどの作用により、REP 細胞が筋線維芽細胞（MF-REP
細胞）に形質転換すると、MF-REP 細胞において EPO と HIF2の遺伝子領域の
DNA メチル化が亢進し、EPO 産生能が喪失される。線維化マーカーの発現と DNA
メチル化はいずれも TGFによって誘導されるため、MF-REP 細胞の性質には
TGFが中心的に関与すると考えられる。腎障害による REP 細胞の TGF産生能獲




図 10．腎障害における REP 細胞の段階的な形質転換 
 REP 細胞の形質転換が早期の段階（eMF-REP 細胞）では、PHD の不適切な活性
化により HIF2の分解が亢進している。そのため、eMF-REP 細胞では PHD 阻害剤
によって EPO 産生を誘導することが可能である。形質転換が進行した筋線維芽細胞
（pMF-REP 細胞）では、DNA メチル化の亢進により HIF2の発現が遺伝子転写レ
ベルで抑制され、低酸素誘導的な EPO 産生能が失われる。また、eMF-REP 細胞は








Target Primer 1 (5’ – 3’) Primer 2 (5’ – 3’) 
For genotyping PCR 
GFP CTGAAGTTCATCTGCACCACC GAAGTTGTACTCCAGCTTGTGC 
Cre ACGTTCACCGGCATCAACGT CTGCATTACCGGTCGATGCA 
tdTomato CTGTTCCTGTACGGCATGG GGCATTAAAGCAGCGTATCC 
Epo ACAGGAAGGTCTCACATAGCC TGGGGAAACCCCCATGAGATC 




(FAM-labelled probe: ATCCAACAAAGTCTGGCCTGTATCCAAC) 
Nt5e CGCTCAGAAAGTTCGAGGTGTG CGCAGGCACTTCTTTGGAAGGT 
Pdgfrb CGGCCTGTGACTAGAAGTCC GAGCTTGAGGCGTCTTGG 
Kdr CGAGACCATTGAAGTGACTTGCC TTCCTCACCCTGCGGATAGTCA 
Cdh1 GGTCATCAGTGTGCTCACCTCT GCTGTTGTGCTCAAGCCTTCAC 
Nphs1 GCATAGCCAGAGGTGGAAATCC GAACGGTCATCACCAGCACACT 
EpoGFP GGTGGATCCTAAAGCAGCAG GAAGACTTGCAGCGTGGAC 
Vegfa CAGGCTGCTGTAACGATGAA CTATGTGCTGGCTTTGGTGA 
Slc2a1 CCATGGATCCCAGCAGCAAG CCAGTGTTATAGCCGAACTGC 
Serpine1 AGGATCGAGGTAAACGAGAGC GCGGGCTGAGATGACAAA 
Hif1a CCTGCACTGAATCAAGAGGTTGC CCATCAGAAGGACTTGCTGGCT 
Epas1 GGACAGCAAGACTTTCCTGAGC GGTAGAACTCATAGGCAGAGCG 
Acta2 CCCACCCAGAGTGGAGAA ACATAGCTGGAGCAGCGTCT 
Fn1 ACCGACAGTGGTGTGGTCTA CACCATAAGTCTGGGTCACG 
Tgfb1 TGGAGCAACATGTGGAACTC CAGCAGCCGGTTACCAAG 
Acvrl1 GACATGACTTCGCGGAACTC ACTCTTGAGGTCACGATGGG 
Bmpr1b GCGCTATATGCCTCCAGAAG CTCCTTGCAATCTCCCAGAG 
Tgfbr1 TCGACGCTGTTCTATTGGTG CAACCGATGGATCAGAAGGT 
Tgfbr2 ATCTGGAAAACGTGGAGTCG TCACTTCTCCCACAGCATTG 
For bisulfite sequencing 
Epo GTGTGTGTTTGGAATAGTTTGTTTT TCTATAAAACCAAATCACCCCACTA 
Epas1 GAAGGAGGAGGAAGGGTAGG AACCATACAATCTCAAAACACTACC 
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